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Resumo

O descarte e lancamento inadequado de residuos, residuos domésticos,
industriais, lixo eletronico, fertilizantes, pesticidas podem elevar as
concentracfes ambientais de contaminantes que causam impactos significativos
sobre a saude humana e a biodiversidade. Diante desta problematica, o
desenvolvimento de tecnologias que auxiliam no tratamento ambiental de locais
contaminados por esses xenobibticos € de grande importancia. Um método
aplicavel para remediacdo ambiental é a biodegradacéo por catalise enzimatica.
Lacases fungicas (em especial as do género Trametes) possuem um grande
potencial de aplicacdo na area de tratamento de efluentes e Biorremediacéo.
Assim, uma andlise das sequéncias torna-se importante para a determinacao
das lacases de alguns microrganismos. Para tal, utilizou-se o 1KYA, que
representa o cédigo uma estrutura de lacase ativa de T. versicolor presente no
Protein Data Bank (PDB). Essa estrutura estd complexada ao ligante 2,5-xilidina,
o qual deriva solventes comercialmente utilizados. Por meio dessa analise, é
possivel entender fatores estruturais importantes para a enzima detoxificar
compostos danosos ao meio ambiente, como a 2,5-xilidina. As estruturas e os
sitios de ligacdo foram analisados através do programa BIOVIA Discovery Studio
Visualizer 2021, onde foi possivel identificar os residuos de aminoécidos e as
ligagbes que fazem parte do sitio da lacase 1KYA que interagem com a 2,5-
xilidina. Para identificarmos fatores estruturais importantes nas sequéncias das
lacases de microrganismos, foi feita uma comparacéo na sequéncia primaria da
lacase ativa (1KYA) com uma sequéncia conhecida da lacase de Trametes
versicolor para determinar qual seria o grau de homologia entre elas e se todos
0s aminoacidos que fazem parte do sitio ativo identificados. Ao verificar o grau
de homologia entre diferentes tipos de lacases, de diferentes organismos, foi
possivel identificar sequéncias de 16 microrganismos com um percentual igual
ou maior a 79,56%. Além disso, foi possivel identificar os residuos de
aminoacidos conservados em lacases de diferentes organismos e 0s residuos

gue mudavam dentre as sequéncias dessa enzima.

Palavras chave: Trametes, Biorremediagdo, 2,5-xilidina, Lacase,

Bioinformatica.



Abstract

The improper disposal and dumping of household waste, industrial waste,
electronic waste, fertilizers, pesticides can elevate environmental concentrations
of contaminants that cause significant impacts on human health and biodiversity.
Given this problem, the development of technologies that assist in the
environmental treatment of sites contaminated by these xenobiotics is of great
importance. An applicable method for environmental remediation is
biodegradation by enzymatic catalysis. Fungal lacases (in particular those of the
genus Trametes) have a great potential for application in the area of wastewater
treatment and bioremediation. Thus, a sequence analysis becomes important for
the determination of lacases from some microorganisms. For this, we used the
1KYA, which represents the code of an active lacase structure from T. versicolor
present in the Protein Data Bank (PDB). This structure is complexed to the ligand
2,5-xylidine, which is derived from commercially used solvents. Through this
analysis, it is possible to understand structural factors important for the enzyme
to detoxify environmentally harmful compounds, such as 2,5-xylidine. The
structures and binding sites were analyzed using the BIOVIA Discovery Studio
Visualizer 2021 program, where we were able to identify the amino acid residues
and bonds that are part of the lacase 1KYA site that interact with 2,5-xylidine. To
identify important structural factors in the sequences of lacases from
microorganisms, a comparison was made in the primary sequence of the active
lacase (1KYA) with a known sequence of the lacase from Trametes versicolor to
determine what would be the degree of homology between them and if all amino
acids that are part of the active site identified. By checking the degree of
homology between different types of lacases from different organisms, it was
possible to identify sequences of 16 microorganisms with a percentage equal to
or greater than 79.56%. In addition, it was possible to identify the amino acid
residues conserved in lacases from different organisms and the residues that

changed among the sequences of this enzyme.

Key words: Trametes, Bioremediation, 2,5-xylidine, Lacase, Bioinformatics.
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1. Introducéo

O descarte e lancamento inadequado de residuos domeésticos, industriais,
lixo eletrénico, fertilizantes, pesticidas, derramamento de produtos petroquimicos
e deposicdo atmosférica podem elevar as concentragbes ambientais de
contaminantes que causam impactos significativos sobre a saude humana e a
biodiversidade. Dente estes contaminantes, destacam-se o0s disruptores ou
desreguladores enddécrinos (DES), substancias exdégenas capazes de alterar a
homeostase hormonal de varios organismos, causando sérios danos a saude
humana, ao crescimento e a reprodugéo de animais e ao declinio populacional
de organismos aquaticos (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018). Os DEs incluem
pesticidas, herbicidas, farmacos, estabilizadores de calor, plastificantes,

produtos para cuidados pessoais (PCPs), entre outros (SPINA et al., 2015).

A partir desta problematica, o desenvolvimento de tecnologias que
auxiliam no tratamento ambiental de locais contaminados por xenobioticos é de
grande importancia (TAVARES, 2013). Um método aplicavel para remediacao
ambiental é a biodegradacdo por catalise enzimatica. Lacases fangicas (em
especial as do género Trametes) possuem um grande potencial de aplicacdo na
area de tratamento de efluentes e biorremediacdo. As lacases tém atraido
interesse nas Ultimas décadas devido a sua aplicacdo em diversos ramos
industriais como biocatalisadores, substituindo processos quimicos nas

industrias téxtil, de celulose e papel e farmacéutica (MATE e ALCADE, 2016).

As lacases (EC 1.10.3.2) pertencem a classe das oxidases e seu sitio ativo
€ caracterizado pela presenca de quatro atomos de cobre. Como estas enzimas
possuem pouca especificidade a diferentes tipos de substratos, elas possuem
habilidade de degradar diversos tipos de moléculas incluindo varios poluentes,
como corantes, disruptores enddcrinos, compostos fendlicos e outros
(BARRIOS-ESTRADA et al., 2018). A degradacao ocorre por meio de uma
reacdo de oxidacdo convertendo estes compostos nocivos em moléculas de
menor toxicidade que podem ser separadas dos compartimentos ambientais por
meétodos fisicos (SURESH, et al., 2008, LIU et al., 2018), podem ser aplicadas
nos mais diversos processos de tratamento de efluentes. Além disso, lacases

utilizam o oxigénio molecular como aceptor final de elétrons, que ja esta
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disponivel no meio ndo necessitando adicionar nenhum cofator reduzindo assim
0 custo de sua aplicacdo quando comparada a outras enzimas utilizadas em
tratamento de efluentes, como as peroxidases que necessitam da adicdo de
peroxido de hidrogénio (MACELLARO, et al., 2014) ou outros processos
oxidativos avancados, como a reacdo de Fenton, ozonizagcdo ou oxidacao
fotocatalitica que sdo metodologias de mais alto custo (TAN; GOH; ISMAIL,
2015).

Dentre as ferramentas de bioinformética, a modelagem in silico consiste
na aplicacdo de métodos teoricos utilizados para representar ou mimetizar o
comportamento e interacdo de moléculas (RONCAGLIONI et al., 2008). Esta
metodologia tem sido considerada promissora na descoberta e planejamento de
novos farmacos, uma vez que ela motiva a possibilidade de reducdo do tempo e
dos altos custos envolvidos (MAGALHAES et al., 2007). De forma semelhante,
pode também reduzir o tempo e os altos custos na prospeccao de novas enzimas

capazes de degradar contaminantes ambientais.

Segundo LIMA et al. (2015) varias pesquisas utilizando biorremediacéo
para reduzir ou remover este tipo de contaminante tem ganhado destaque (LIMA
et al., 2015). Pois a utilizacdo de lacase como agente biorremediador é
promissora, ja que os requisitos simples de catélise e baixa especificidade a
substratos tornam esta enzima capaz de oxidar uma gama de compostos.
(PATEL et al.,2017). O objetivo desse trabalho é identificar os sitios ativos de
lacases de diferentes microrganismos através de um levantamento de
sequencias primarias, visando identificar o grau de homologia e possiveis

aplicacoes a biorremediacédo a contaminantes ambientais, como a 2,5-xilidina.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Analisar o grau de homologia entre diferentes lacases de microrganismos
através de ferramentas de bioinformatica, visando identificar os residuos de

aminoacidos importantes para o sitio ativo dessas enzimas.
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2.2 Objetivos especificos

e Realizar um levantamento das sequéncias primarias de lacases de
microrganismos a partir de banco de dados especializados (NCBI
Protein);

¢ Identificar o sitio de ligacdo da estrutura de uma lacase ativa (1KYA) com
0 contaminante 2,5-xilidina;

e Analisar o grau de homologia entre as sequéncias primarias de lacases a
partir do alinhamento multiplo de sequéncias;

e Verificar o grau de conservagdo dos aminoécidos do sitio de ligacdo das
lacases a partir da comparacdo dos residuos de aminoacidos

identificados em sequéncias de diferentes enzimas.

3. Referencial teérico
3.1 Contaminantes ambientais ou emergentes

Segundo Montagner e colaboradores (2017) os contaminantes
emergentes apresentam ascendéncia tanto de origem antrdpica (presentes em
efluentes domésticos, industriais, hospitalares e aqueles provenientes das
atividades agricola e pecuéria) - quanto de ocorréncia natural (por exemplo,

podem ser encontra presentes em diferentes espécies de plantas).

Estes compostos podem apresentar algum risco ao ecossistema e eles
nao estédo incluidos nos programas de monitoramento de rotina, ou seja, ndo sédo
legislados. Assim, serdo candidatos a uma futura regulamentacdo dependendo
dos resultados obtidos em estudos de ecotoxicidade, efeitos a satde humana,
potencial de bioacumulacao, transporte e destino nos diferentes compartimentos
ambientais, além da quantidade em que sdo lancados e, portanto, da
concentracédo no ambiente (MONTAGNER et al., 2017)

Na ultima década, com o avanco tecnoldgico em técnicas analiticas, foi
possivel determinar e qualificar os compostos presentes em ambientes
aguaticos com baixa concentracbes. Esses compostos sdo encontrados em
escalas de microgramas ou nanogramas por litro (ug L-1 ou ng L-1), e devido ao
uso dessas tecnologias e a evolucdo de técnicas analiticas que foi possivel dar
0 nome para esses compostos, sendo assim chamados de micropoluentes ou
CEs. (SOARES; LEAOQ, 2015).
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Muitas das substancias encontradas e classificadas sédo chamadas de
interferentes enddcrinos, ja que, possuem acao desreguladora para o sistema
endocrino. (SOARES; LEAO, 2015).

3.2 Disruptores endocrinos

Um exemplo de contaminantes ambientais sao os disruptores enddcrinos,
Cuja presenca em cursos de aguas naturais representa um sério risco a fauna e
a saude publica, e diante deste cenario diversos experimentos tém sido
realizados na tentativa de remover ou mesmo reduzir a toxicidade destas
substancias no meio ambiente (MEDRADO, 2017).

Segundo Medrado (2017), grande parte dos processos fisico-quimicos
utilizados na remocao desses contaminantes emergentes, como os disruptores
enddcrinos, tém uma demanda elevada no custo de suas operacoes, e devido
ao custo pesquisadores tentando encontrar formas alternativas de tratamento no
ramo da biotecnologia. Um dos recursos encontrados € a biorremediacéo, onde,
se caracteriza pela forma empregada de tratamento utilizando plantas, ou
microrganismos que possuem acdes enzimaticas capazes de remedia
parcialmente ou totalmente alguns tipos desses contaminantes, dessa forma,
fazendo com que surja técnicas eficazes prezando o custo-beneficio
(MEDRADO, 2017).

3.3 Principais substancias
Segundo Sodré (2012), dentre os disruptores enddcrinos, estrogénios
naturais, estrogénios sintéticos e alguns xenoestrogénios tais como o bisfenol A,
e ftalatos vém ganhando maior destaque dentro da comunidade académica e
ambiental. Estes compostos tém sido mais estudados, pois suas ocorréncias no
ambiente, assim como seus possiveis efeitos sobre a biota, somente agora vém
sendo elucidados. Os Ftalatos Constituem uma classe de compostos organicos
largamente empregada como plastificante em polimeros sintéticos,
especialmente no cloreto de polivinila (PVC) (SODRE, 2012), para conferir
maleabilidade a plasticos. Estdo presentes em brinquedos, na composi¢cao de
produtos cosméticos (esmaltes e perfumes), como aditivos em produtos de
limpeza, e agrotéxicos, equipamentos meédicos, produtos farmacéuticos, e
solventes e tintas. (NATALIA KODAMA, 2012). Nos alimentos industrializados,
os ftalatos podem estar presentes devido a contamina¢des durante o processo
16



produtivo, em funcdo dos tipos de equipamentos utilizados, manuseio,
transporte, armazenamento ou as proprias embalagens (NATALIA KODAMA,
2012). Ja o O Bisfenol A é uma substancia bastante usada em processos
industriais sendo um mondmero na producdo de policarbonato e resinas de
poliéster-estireno insaturadas e retardantes de chama (SODRE, 2012). O
bisfenol A é usado como agente plastificante e endurecedor em uma grande
variedade de materiais. (SODRE el al., 2007).

Q (b)

OR,
HO OH
OR,

Figura 1. Formulas estruturais dos (a) ftalatos e do (b) bisfenol A. Fonte:
(SODRE el al., 2012).

(@)

O

3.3.1 Xilidina

A Xilidina, uma amina usada na fabricacdo de corantes, é conhecida como um
excelente indutor de producdo de Lacase, sendo a mais citada por
pesquisadores. (Jardim, 2010). Em seus estudos Rancafio e colaboradores,
(2003) diz que a alta eficiéncia da 2,5-xilidina ocorrer devido a uma resposta
desse composto aromatico para com o fungo, devido essa resposta, vai ocorrer
um aumento no numero de copias de mRNA e com isso, um aumento na

producdo enzimatica do fungo.

NH,
CHs
HsC

Figura 2. Férmula estrutural da 2,5-xilidina. Fonte: (google imagens).
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Alguns tratamentos complementares ou tercidrios para remover a presenca de
contaminantes emergentes acabam nao funcionando perfeitamente, portanto,
pode formar subprodutos com potencial toxicol6gicos maiores do que o proprio
produto. Assim, investir em métodos mais baratos como a biorremediacao

aplicada a enzimas, podera ser algo mais viavel. (HOU et al., 2014).

3.4 Biorremediacao

Segundo GAYLARDE et al., (2005) biorremediacdo € um processo no
qual organismos vivos, normalmente plantas ou microrganismos, séo utilizados
a partir da biotecnologia para remediar ou remover parcialmente poluentes no
ambiente. Este processo biotecnoldgico de remediacdo tem sido intensamente
pesquisado e recomendado pela comunidade cientifica atual como uma
alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, tais como
aguas superficiais, subterraneas e solos, além de residuos e efluentes industriais
em aterro ou areas de contencao. Esses processos de biorremediacéo utilizando

enzimas, em muitos casos sao efetuados por fungos.

Segundo HAIDER, et al.,, (2021) essas técnicas de biorremediacdo
usando enzimas apresentam melhor viabilidade econémica, devida seu baixo
custo, quando comparado a métodos a outras técnicas tradicionais de correcao
de areas degradadas, sdo mais sustentaveis e minimizam o contato com o

contaminante ambientais.

3.5 Basidiomicetos

Os fungos basidiomicetos sdo denominados por possuir estruturas
protuberantes caracteristicas chamadas de basidio, quais séo responsaveis por
produzir e armazenar os esporos (MYCOKEY et al., 2006). Esses organismos
em encontrados em diversos locais, seja no solo, na agua, em animais, em

plantas ou em qualquer detrito organico (SANTIAGO et al., 2010).

Podem ser chamados de bolores, orelhas de pau, cogumelos e morfos.
Sua alimentacdo é constituida principalmente de substancias orgénicas de
origem diversa, como resto de animais em decomposicéao, serrapilheira, troncos

de arvores, dentre outros residuos organicos. Dessa forma, atuam como
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recicladores, decompondo os constituintes de matéria organica. (SANTIAGO et
al., 2010).

Os basidiomicetos séo extremamente importantes pois tém participacao
direta em varios processos fisico-quimico que ocorrem na natureza. Dessa forma
0s torna importante para manutencao da vida na Terra. (MATHEUS & OKINO,
1998). A variedade de enzimas hidroliticas secretadas por esses fungos permite
que esse grupo de organismos degrade e utilize quase todas as fontes de
materiais organicos disponiveis na natureza, sendo essencialmente importantes

para manutencao do equilibrio ecologico (LIMA, 2011).

3.6 Trametes versicolor
Trametes € um género que pertence ao filo dos Basidiomycota ou

Basidiomicetes, é considerado um dos fungos mais estudados sobre o assunto
da podrid&o branca (SI; PENG; CUI, 2013). Neste contexto, Zampieri (2006) fala

que o fungo Trametes versicolor é normalmente encontrado em madeiras em
regibes que apresentam clima tropical e ganhou esse nome devido a sua
coloracdo e forma do corpo. Além disso, esse fungo apresenta um grande
potencial biotecnolégico na producdo de enzimas, tal como a lacase e o
manganés peroxidase por exemplo. Suas aplica¢des biotecnoldgicas englobam
o tratamento de efluentes industriais, como de biocombustiveis, farmacéuticos,

cosmeéticos, alimentos, quimicos e entre varios outros (SI; PENG; CUI, 2013).

Segundo LING e et al., (2015) esse basidiomiceto apresenta um grau
elevado de eficiéncia na producédo de lacase, apresentando um alto rendimento
em intervalos pequenos de tempo. Esses fungos vao apresentar um grande
potencial para a aplicacdo industrial e em processos de biorremediacdo. Nesse
contexto, KIM E NICELL (2006B) afirmam que a lacase produzida pelo fungo
Trametes versicolor tem um elevado potencial redox, ou seja, tornando seu uso

bastante atrativo para a industria.

3.7 Lacase
Segundo BAIL., (2020), as lacases, sdo enzimas multicobre oxidases,
produzidas na natureza principalmente por fungos dos filos Ascomycota e

Basidiomycota. Segundo esses autores, essas enzimas possuem grande
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importancia ambiental, especialmente no processo de decomposicdo e

mineralizacao da serapilheira florestal e do ciclo do carbono.

As lacases (EC1.10.3.2) s&o enzimas que catalisam uma grande
variedade de substratos organicos e inorganicos incluindo mono-, di- e polifendis
e aminas aromaticas com concomitante reducdo de oxigénio para agua.
(PACHECO, 2014). Pertencem a classe das oxidases e seu sitio ativo &
caracterizado pela presenca de quatro atomos de cobre. Como estas enzimas
possuem pouca especificidade a substratos, elas possuem a habilidade de
degradar diversos tipos de moléculas incluindo poluentes, corantes, disruptores

endocrinos, compostos fendlicos e outros (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018).

Os sitios ativos das lacases sdo T1, T2 e T3. O sitio T1 vai atuar como
cobre mononuclear atuando como receptor primario de elétrons, o cobre
triatbmico redutor presente nos sitios T2 e T2 apresentara propriedades
especificas as quais ira se diferenciar, atuando dessa forma no T2 no local da

atividade catalitica e redox, enquanto o sitio T3 sera responsavel por ativar e

transportar o O2 e oxigenacdo do substrato, coordenado por trés histidinas.
(RIVERA-HOYOS et al., 2013; GIL et al., 2009; LIU et al., 2014; CHEN et al.,
2015b).

Figura 3. (A)Estrutura
cristalogréfica da lacase de
Trametes versicolor;
(B)Representacdo dos sitios
ativos da Lacase. Fonte:
(Boeckx et al., 2015; Protein
data bank).
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As lacases também sdo enzimas de grande importancia biotecnolégica
em diversos setores industriais, 0s quais investem constantemente em
importantes e promissoras pesquisas com a utilizacdo desta enzima. As lacases
apresentam diversas aplicacdes industriais, tal como branqueamento de polpa
celulésica, melhor digestibilidade de materiais lignocelulosicos, além de ser
usada na producdo de racdo animal, fermentacdo de chas e cafés, e
principalmente na biorremediacédo de solos. (PACHECO, 2014; ALMEIDA, 2015;
FRAZAO el al., 2014).

Véarios fatores podem influenciar a producdo de enzimas pelos
basidiomicetos, sendo que um dos principais € a presenca de ions metalicos no
meio de cultivo. Por outro lado, a temperatura e o pH séo fatores importantes
tanto na atividade como na estabilidade destas enzimas. (FONSECA et al,,
2016).

4. Metodologia

4.1 Obtencdo da estrutura cristalografica da lacase ativa (1KYA) da
Trametes versicolor

A busca para obter a estrutura cristalografica do ligante (1KYA) da
Trametes versicolor foi realizada no banco de dados do Protein Data Bank (PDB)
</https://www.rcsb.org/>. Com a obten¢éo da imagem tridimensional, foi possivel
analisar o sitio ativo e suas ligacdes para analise no software BIOVIA Discovery
Studio Visualizer.

4.2 Obtencéo das sequencias FASTA da lacase ativa (1KYA) e dos demais
organismos

A busca pelas sequéncias da lacase ativa (1KYA) da Trametes versicolor
foi realizada no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Como critério de exclusao, foram buscadas sequéncias de organismos
com percentual de identidade igual ou superior a 79.56% comparando a
sequéncia FASTA do ligante da T. versicolor, a partir da ferramenta Basic Local
Algorithm Search Tool (BLAST), optou-se por analisar apenas 0s organismos
gue apresentavam todos os 520 residuos de aminoacidos para uma melhor

andalise.
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4.3 Obtencédo alinhamento das sequencias dos organismos identificados
no Clustal Omega

As sequéncias obtidas foram submetidas ao site gratuito Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), que é um software de alinhamento
de multiplas sequéncias. Apos a codificacdo, as sequéncias sao colocadas em
uma caixa de texto. Para conseguir fazer o alinhamento foi escolhido nas
configuracdes avancadas a estratégia de analise automatica, isto fez com que o
software reconhecesse qual melhor estratégia para as sequéncias. O
alinhamento apresentou as caracteristicas: Regifes conservadas, conservativas

e seminconservativas, representadas respetivamente pelos simbolos: (*); (2); (.).

5. Resultados e Discusséo

Embora algumas lacases de microrganismos tenham sido caracterizadas
nos ultimos anos, os procariontes tém sido amplamente negligenciados como
fonte de novas enzimas, em parte devido a falta de conhecimento sobre a
diversidade e distribuicdo de lacases de alguns microrganismos (Ausec el al.
2011).

(A)

Figura 4. (A) Estruturas cristalograficas de lacases de T. versicolor. (b)
Aminoacidos Ligantes. Fonte:

Assim, uma andlise das sequéncias torna-se importante para a
determinacdo das lacases de alguns microrganismos. Para tal, utilizou-se o
1KYA, que representa o cédigo uma estrutura de lacase ativa de T. versicolor
presente no Protein Data Bank (PDB). Essa estrutura esta complexada ao ligante
2,5-xilidina, o qual deriva solventes comercialmente utilizados, ja que segundo o
Kolmann e colaboradores, (2005) esse xenobidtico é conhecido por induzir a
producédo de lacase em fungos, esses autores ainda relatam que, essa inducao

€ bastante usada em escala laboratorial ou industrial para obter grandes
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quantidade de enzima para aplicacdo bioquimica. Isto foi feito para a
identificacdo dos residuos de aminoacidos da lacase 1KYA que interagem com
esse ligante e que podem representar o sitio ativo da enzima. Por meio dessa
andlise, & possivel entender fatores estruturais importantes para a enzima

detoxificar compostos danosos ao meio ambiente, como a 2,5-xilidina.

5.1 Analise do sitio de ligacdo na lacase de Trametes versicolor

As estruturas e os sitios de ligacdo foram analisados através do programa
BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021, onde foi possivel identificar os
residuos de aminoécidos e as liga¢gbes que fazem parte do sitio da lacase 1KYA
que interagem com a 2,5-xilidina. Os residuos de aminoacidos encontrados a
uma distancia de 6 A (Angstrom) do ligante foram a Fenilalanina (Phe
162,265,332,457), Prolina (Pro 163,391), Leucina (Leu 164,), Glicina (Gly
165,334,392), Aspartato (Asp 206), Asparagina (Asn 264), Alanina (Ala 393),
Isoleucina (lle 455) e Histidina (His 458). Ja as ligacdes presentes estdo

representadas através de cores (Figura 2).
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Figura 5. Interagbes presentes no sitio ativo da lacase de Trametes versicolor
1KYA com o ligante 2,5-xilidina. E possivel identificar todos os residuos de
aminoé&cidos presentes no sitio da enzima a uma distancia de 6 4. Em verde é
possivel identificar as interacdes ou ligacdes de hidrogénio; em verde claro as
interacbes de Van der Waals; em roxo as interacbes Pi-Sigma; em azul as
interacbes com a agua;, Em Rosa as interagbes Amide-Pi Stacked.
Fonte: Dados do autor, 2022.

5.2 Analise comparativa da sequéncia FASTA do ligante (1KYA) e da
Trametes versicolor

Para identificarmos fatores estruturais importantes nas sequéncias das
lacases de microrganismos, foi feita uma comparacao na sequéncia primaria da
lacase ativa (1KYA) com uma sequéncia conhecida da lacase de Trametes
versicolor (Figura 3), para determinar qual seria o grau de homologia entre elas
e se todos os aminoacidos que fazem parte do sitio ativo identificados na analise
feita pelo programa Discovery Studio estariam presentes em ambas as
sequéncias, foi utilizada a ferramenta Clustal Omega. Através do alinhamento
multiplo usando o clustal Omega foi possivel observar que tanto a sequéncia

primaria de 1KYA, quanto de T. versicolor apresentaram os 16 residuos de

24



aminoacidos que sédo a Fenilalanina (Phe 162,265,332,457), Prolina (Pro
163,391), Leucina (Leu 164,), Glicina (Gly 165,334,392), Aspartato (Asp 206),
Asparagina (Asn 264), Alanina (Ala 393), Isoleucina (lle 455) e Histidina (His

458), identificados na anélise no programa Discovery Studio.

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

IKYA ~  mmmmmmmmm o GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGNM 40

Trametes MGLQRFSFFVTLALVARSLAAIGPVASLVVANAPVSPDDFLRDAIVVNGVVPSPLITGKK 60
'*****'*'::** ****'* *:*:**** '*'*****:

1KYA GDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQVP 100

Trametes GDRFQLNVVDTLTNHSMLKSTSIHWHGFFQAGTNWADGPAFVNQCPIASGHSFLYDFHVP 120

KAKXKAKAKAAK e X AXAK e AXXAXAXAAXAAAXAXAXAAKX AXAXAXAAXAAAAK e AAXAK e AAXXAXA XXX KX « XKk

1KYA DOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPEFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLGP 160
Trametes DOAGTFWYHSRLSTQYCDGLRGPFVVYDPKDPHASRYDVDNESTVITLTDWYHTAARLGP 180

KAXKXKXKAKAKAKAAK e AAXXAXAXAAAXAAAXAAKAAKAXA KX « Xk K KAKKKAK e KAAKXAKX KAAXKX KKk e kkk

1KYA GADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCBPNYTFSIDGHNMT I 220

Trametes GADATLINGLGRSASTPTAALAVINVQHGKRYRLRLVSISCEPPNYTEFSIDGHNLTV 240
KKK KKK KKK KKK Kok Kk Kk Kakk kKK AKK kKRR g AR KRR K AR KA XK AR 3 & o

1KYA IETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSEFVLEANQAVDNYWIRANPNEGNVGEFTGGINSAILR 280

Trametes IEVDGINSQPLLVDSIQIFAAQRYSEFVLNANQTVGNYWVRANPNEGTVGFAGGINSAILR 300
KKK KK KK KKK KKK ARK KKK ARK K s Kk Kk gk Kk K g kXK A RK A | KAk ok * kKK & * K

1KYA YDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEEIN 340

Trametes YQGAPVAEPTTTQTPSVIPLIETNLHPLARMPVPGSPTPGGVDKALNLAFNENGTNEEIN 360
Kokk | KKKKKKK K kK K KkKKK KKK KK | KKK K gk Kk KKK KKk KKk K

1KYA GASFTPPTVPVLLQITISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISEFPAT GAPHPFHLH 400

Trametes NASFTPPTVPVLLQILSGAQTAQELLPAGSVYPLPAHSTIEITLPATALARGAPHPFHLH 420
KKK A KK AR K AR KK s kAR K Kk s kkk ek hkKh Kk s s Kkk s s kAKE KAKKEKK AR KA

1KYA GHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHEDEHLE 460

Trametes GHAFAVVRSAGSTTYNYNDPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTDNPGPWFLHCHEDEHLE 480
*************.***: :**********************:******************

1KYA AGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499

Trametes AGFAIVFAEDVADVKAANPVPKAWSDLCPIYDGLSEAN 519

Ahkhkkekkhkhkhkke *hk ohkhkhkhkkeoekkhkhkhkhkx *k ..ok

Figura 6. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse de Trametes
versicolor e do ligante (1KYA) obtido a partir do Clustal Omega. Os residuos de
aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares: Em
verde é possivel identificar as interagcbes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacdes de Van der Waals; em rosa as interagdes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.

5.3 Identificacdo dos organismos atraveés da ferramenta BLAST

ApoOs a analise do alinhamento multiplo entre a sequéncias primaria de
1KYA e da lacase conhecida de Trametes versicolor, a sequéncia FASTA foi
submetida a ferramenta BLAST, onde foi possivel a identificacdo de sequéncias
de organismos com um percentual de identidade igual ou superior a 79,56, esse

percentual esta relacionado aos residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo
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da lacase. Feita a identificacdo, foram reunidas as 16 espécies com residuos de

até 520 aminoacidos.

Dos 16 organismos identificados (Tabela 1), 5 apresentaram uma taxa de
percentual de 90.38% a 99.20%, com isso apresentando uma maior taxa de
identidade para com o ligante 1KYA da Trametes versicolor. Sao estes: Trametes
villosa tendo uma taxa de percentual de 99,20%, Trametes pubescens tendo
uma taxa de percentual de 96,99%, Trametes ochracea tendo uma taxa de
percentual de 95,99%, Trametes hirsuta tendo uma taxa de percentual de
91,16% e Lenzites betulinus apresentando uma taxa de 90.38%. Com isso €&
possivel identificar que quatro organismos pertencem ao género Trametes,
enquanto um pertencem ao género Lenzites ambos pertencem aos

basidiomicetos.

Tabela 1. Organismos utilizados para obtencdo da sequéncia FASTA no NCBI
Protein, onde apresenta o percentual de identidade dos residuos de amino&cidos
presentes no sitio ativo da lacase Trametes versicolor. Fonte: Dados do autor,
2022.

NUmero de acesso

Organismos Percentual Filo
(NCBI Protein)

Trametes villosa >Q99044.1 99.20% Basidiomycota
Trametes pubescens >AAM18407.1 96.99% Basidiomycota
Trametes ochracea >ALT22024.1 95.99% Basidiomycota
Trametes hirsuta >Q02497.1 91.16% Basidiomycota
Lenzites betulinus >KAH9849284.1 90.38% Basidiomycota
Trametes gibbosa >AEP71394.1 89.18% Basidiomycota
Trametes maxima >KAI0673713.1 88.78% Basidiomycota
Trametes meyenii >KAI0652439.1 88.58% Basidiomycota
Trametes elegans >KAI0778757.1 87.78% Basidiomycota
Trametes polyzona >KAI0639993.1 86.92% Basidiomycota
Daedaleopsis nitida >KAI0756312.1 83.97% Basidiomycota
Dichomitus squalens >XP_007360655.1 80.92% Basidiomycota
Ganoderma sinense >PIL30426.1 80.76% Basidiomycota
Ganoderma leucocontextum >KAI1791912.1 80.36% Basidiomycota
Ganoderma weberianum >ANA53145.1 80.12% Basidiomycota
Ganoderma lucidum >AHA83584.1 79.56% Basidiomycota
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5.4 Arvore filogenética

Na figura 4 é apresentada a arvore filogenética obtida na ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Os parametros para obtencdo dessa
arvore seguiram os mesmos utilizados para obter o resultado das sequéncias

dos 16 organismos encontrados.

Daedaleopsis mitida
Dichomitus squalens LY AD-421 SS1
Ganoderma lucidum
2 Ganoderma leucocontextum
Ganoderma sinense ZZ0214-1
Ganoderma webernanum
Q9 Trametes elegans
Lenzites betulinus
Trametes gibbosa
Trametes polyzona
a Trametes maxima
Trametes meyenii
Trametes hirsuta
@ 3 unknown

Trametes villosa
1 0.09
|

Trametes pubescens

Trametes ochracea

Figura 7. Arvore filogenética obtida através do alinhamento mdltiplo pela
ferramenta gratuita BLAST. Em verde séo todos os fungos basidiomicetos, em
azul é a sequéncia primaria da lacase 1KYA.

5.5 Analise dos residuos de aminoacidos presentes nos organismos
identificados.

ApGs obter o resultado usando a ferramenta BLAST para identificar os 16
organismos préximos, foi feita uma reandlise, onde a partir dessa nova
verificagdo, foi observado se todos os organismos apresentam os residuos de
aminoacidos encontrados na sequéncia primaria da lacase 1KYA, os quais

formam o seu sitio ativo.
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5.5.1 Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
villosa e do ligante (1KYA)

ApoOs a andlise feita na sequéncia primaria da Trametes villosa (Figura 5)
foi possivel visualizar a presenca de todos os 16 aminoacidos, sendo eles
idénticos e conservados. Os aminoacidos identificados s&o Phe
(162,265,332,457), Pro (163,391), Leu (164), Gly (165,334,392), Asp (206), Asn
(264), Ala (393), lle (455) e His (458), presentes na sequéncia de 1KYA.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

1IKYA mmmm e GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 39
T.villosa MSRFHSLLAFVVASLTAVAHAGIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 60
ok Kk ok kK K K K K K Kk ko ok ok ok ok kK K K K K Kk ko ok ok ok Kk
1KYA MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 99
T.villosa MGDRFQLNVIDNLTNHTMVKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 120
Kok Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk s kK kK Rk ok Kk Kk K ok K ok K ok K ok K ok K ok K ok Kk Kk Kk Kk Kk Kk K kK
1KYA PDOAGTEFWYHSHLSTQYCDGLRGPEFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 159
T.villosa PDOAGTEFWYHSHLSTQYCDGLRGPEFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 180
ok ok ok kK K K K K K K Kk ok ok ok ok ok K K K K K K ok ok ok ok ok ok K K K K K K ok ok ok ok kK K K K %
1KYA P GADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCPPNYTEFSIDGHNMT 219
T.villosa P GADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCPPNYTEFSIDGHNMT 240

R R R R R R R R R i R R R R R I R R R I R R R R

1KYA ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRANPNBGNVGEFTGGINSAIL 279
T.villosa ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSEFVLEANQAVDNYWIRANPNEGNVGEFTGGINSAIL 300
hokokkkkkkkkkkkkkkkhkkhkhkhkkkk kA Ak kkkkkkhkhkhk kA k kA Xk kkkkkkkhkkkkkkx*
1KYA RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEBEI 339
T.villosa RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVTTAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEEI 360
******************************:*****************************
1KYA NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPAT GAPHPFHL 399
T.villosa NGTSFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAARGAPHPFHL 420
**:*********************************************************
1KYA HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHAL 459
T.villosa HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHEDEHAL 480
Kok ok ok ok kA Ak kKA A Kk h ki hhhhhk kA A kKKK KAk hhhhhhkhk kA A kKKK KKk k Kk hkhkkhkkkkx*
1KYA EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
T.villosa EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDALDPSDO 520

KAKKAKAKAKA AKX AKX AKX AKX AKX KA KAAAAKAAAKAKAKA A AKX AKXN KA X KK

Figura 8. Alinhamento mdltiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
villosa e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos de
aminoéacidos destacados estédo envolvidos nas interacdes intermoleculares: Em
verde é possivel identificar as interagcbes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacdes de Van der Waals; em rosa as interagdes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor, 2022.

5.5.2 Andlise feita na sequéncia primaria do Lenzites betulinus e de 1KYA
A analise feita na sequéncia primaria da Lenzites betulinus (Figura 5)
mostrou uma alteragdo na posi¢do 264 da cadeia de aminoé&cidos, onde existe

uma substituicdo do asparagina por uma serina, iSso usando em comparagao a
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sequéncia primaria do ligante (1KYA) da T. versicolor. No entanto, essa
substituicdo ndo acarreta em alteracdes funcionais significativas, ja que a
Asparagina (N) e Serina (S) contém grupos funcionais que formam ligacfes de
hidrogénio com a agua, ja que o grupo amida da asparagina e o grupo hidroxila
da serina contribuem para suas polaridades (Nelson, 2014).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

1KYA = mmmmmmmmmm—m GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 39
Lenzites MSRFQSLLAFVLTSLTAAVYAGIGPVADLTITNAEVSPDGFARQAVVVNGGTPGPLVTGN 60
Kok KKK KKK KKK kK Kk kR kK Rk Rk Ak Ak Kk Ak Ak g kA
1KYA MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 99
Lenzites MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQHGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQA 120
ok kK K K kK kK K K kK kK kK K K kK K A K A K K kK s K kR ko k ok ok kR ok Kk Kk Rk Rk Rk Ak
1KYA PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 159
Lenzites VDOQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPNLSLYDVDNDDTVITLADWYHVAAKLG 180
Kk Sk ok kK ok kK K ok Kk kK ok ok ko k kK ok ok kK ok ok kK k kK KR KKK Kk Kk Kk Kk kK kK kK ok
1KYA P GADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCBDPNYTEFSIDGHNMT 219
Lenzites P GADATLINGLGRSPSTTTSDLAVISVTQGKRYRFRLVSLSCBPPNHTFSIDGHEMT 240

Kk kA kKkhkkhkhAhhhk AhAhhhkhhkekkhehkhkhkkhkx FhkhkhAhdhdkhkhhhdkh e khAhkhk o kK

1KYA ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRANPNBGNVGEFTGGINSAIL 279
Lenzites ITETDSVNTQPLVVDSIQIFAAQRYSEFVLNANQAVDNYWIRANPSEGNVGFAGGINSAIL 300

khkkhkhkkoekk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkoekhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkkhkkhkkhkk o kkkhkkhkkkkk

1KYA RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEE I 339

Lenzites RYDGAEAVEPTTTQTTSTAPLNEVDLHPLTPMPVPGEPVAGGVDKPLNMAFNENGTNEE I 360
Kkk Ak KKk A KKKk KRRk A Kk s Kk kK| Kokok Kok Ak kAR kKR Kk Kk Kk

1KYA NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAARGAPHPFHL 399

Lenzites NGESEFVPPTVPVLLQILSGAQTAQDLLPSGSVYVLPSNASIEITFPATAAARGAPHPFHL 420

kk kk kkkkkkkkkkekkkk khkkkkkkhkkkhkk hhkkkk kkk o kkkkkkkkkkkkkkkk

1KYA HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHRL 459

Lenzites HGHTFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTNNPGPWELHCHEDEHL 480
Kok sk kK ok ok K ok ok Kk kK ok kK ok ok Kk ok Kk kK ok kR kR kR kR ks ks Kk ok Kk ok kR kK ok kK ok

1KYA EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499

Lenzites DAGFAVVMAEDTPDVAAVNPVPQAWSDLCPTYDALDPSDQ 520

ek hk Ak Ak Ak o khkk Khkhkko Fhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkkx *kkk%k

Figura 9. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Lenzites
betulinus e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas intera¢des intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interacdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacdes de Van der Waals; em rosa as interagdes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor, 2022.
5.5.3 A andlise feita na sequéncia primaria do Daedaleopsis nitida e de
1KYA

A analise feita na sequéncia primaria da Daedaleopsis nitida (Figura 7)
mostrou uma alteragdo na posi¢do 393 da cadeia de aminoé&cidos, onde existe
uma substituicdo da Alanina por uma Treonina, isso usando em comparagao a

sequéncia primaria da lacase ativa 1KYA. No entanto, essa substituicdo pode
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acarretar em alteracdes funcionais significativas. Segundo Nelson (2014)
Alanina pertence ao grupo R apolar, aminoacidos que pertencem a esse grupo
tendem a se agrupar no interior de proteinas, onde vao estabilizar a estrutura
proteica por meio de interagBes hidrofébicas. Assim, essa troca pode acarretar
em mudancas estruturais, j& que a treonina € um aminodcido pertencente ao
grupo R polar, ou seja, hidrofilico, sendo mais solavel em agua, pois 0 grupo

hidroxila da treonina contribui para sua polaridade.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

1KYya  mmmmmmmm e m GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 39
Daedaleopsis MANFQSLLSYITLCFVAVAHAAIGPSADLTVSNAAISPDGFTRDAVVVNNVEFPSPLIAGN 60
LKk kkkok s sk k ek kk Ak sk kAR KA K kA Kk kK
1KYA MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 99
Daedaleopsis KGDHFQLNVINQOMTNHTMLKTTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPIASGHSFLYDFQV 120
Kk e KKk A hk s s s KK KA KR A s kA KRR K KA KA KKK KA KKK R KR KK s Ak kK kA KA K
1KYA PDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 159
Daedaleopsis PDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPQDPHASLYDVDDDSTVITLSDWYHVAAKLG 180
KKk KK kA KKK KKK KKK KA KKK KA KKKk s hk ok Ak kA k ok | kA hkk kA Kk Kk A Kk
1KYA P GADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCBPNYTEFSIDGHNMT 219
Daedaleopsis P GADATLINGLGRSPSTPNADLAVINVTKGKRYRFRLVSLSCBPNHTFSIDGHTMT 240

khkkkkkkkkkkkkk kkkkkk khkkekk hk khkkkkhkkkkhkkkhkkkhkkhkkhkkoekhkhkkkkk *k

1KYA ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSEFVLEANQAVDNYWIRANPNBIGNVGEFTGGINSAIL 279
Daedaleopsis VIEADSINTQPLKVDSIQIFAAQRYSFVLNADQDVGNYWIRAGPNEGTTGFADGINSAIL 300
Skk s kkkkk kk Kk AR KA KKK KKK AK sk ek K KKk Kk | kkkk | kks kA KRk KK
1KYA RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEEI 339
Daedaleopsis RYDGAPVEEPTTTQATPTAALVETNLHPLVSTPVPGSATPGGVDMAINMAFNENGTNEEI 360
KAKKK | kokkkokk ok kok kK kkkkkk ok kkkk | Kkokk kK kok R kok K kokkkokkKk
1KYA NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAARGAPHPFHL 399
Daedaleopsis NGASFQPPTVPVLLQILSGASAAQDLLPAGSVYALPSQSTIEISFPATAAARBGTPHPFHL 420
KKK KK KKKk KKk KKk s hok k| Kkokkkok g kok ks kkok s Kk kA k ok Ak kA hok & ok kk kK
1KYA HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHL 459
Daedaleopsis HGHAFAVVRSAGSTEYNYDNPVWRDVVSTGTPAAGDNVTIRFTTDNPGPWFLHCHIDEHL 480
KKK KKK KRR K kK kK Kk Kk oy kok Kk ok Kk ok Kk ok Kk ok Kk ok Kk Kk ok K ok kK ok kK ok ok Kk ok Kk
1KYA EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
Daedaleopsis EAGFAVVFAEDIPDVKSANPVPQAWSDLCPIYDALDDGDR 520

KAKKAKAKAKAAAKAK A AK A, K Ak khkkhkhkhkhkhkhkd ) k% *%k% * * .

Figura 10. Alinhamento mdltiplo das sequéncias FASTA da lacasse da
Daedaleopsis nitida e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os
residuos de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes
intermoleculares: Em verde € possivel identificar as interacdes ou ligacédo de
hidrogénio e as interacfes de Van der Waals; em rosa as interacdes Pi-Sigma;
em azul a variacdo do aminoacido da sequéncia primaria em relacao a sequéncia
primaria do ligante. (*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.)
residuos semiconservativos.

5.5.4 A analise feita na sequéncia primaria do Ganoderma leucocontextum
e do ligante (1KYA)
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CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

1Ky  mmmmmmmm = GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 39
G.leucocontextum MARFQSLLSYITLLCAASAYAGIGPQTDLTISNADIAPDGFTRAAVVVNGVFPGPLITGN 60
Kokkk  akkkokookk sakkkk ok KkkkAkKk KKK KA KAK
1KYA MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 99
G.leucocontextum MGDNFQLNVVDQLTNHTMLKTTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFVNQCPIASGNSFLYDFQV 120
Kokk KKKk K ok ak ok ok ok ok ok ok ok Kk ok kA kA kA kA KA KA KA KA KA s Ak Ak ko Ak o kkk ko k ok k
1KYA PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 159
G.leucocontextum PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPLADLYDVDDDSTVITLADWYHTAARLG 180
Kok Kk Kk Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Rk Rk Rk Ak Ak Ak kA kA KAk ok KAk Ak kkkk  kok kK
1KYA P GADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVITPGKRYRFRLVSLSCBPNYTEFSIDGHNMT 219
G.leucocontextum P FGSDSTLINGLGRSPATSTANLTVISVTQGKRYRFRLVSLSCBPNYTFSIDGHDLT 240
Kokkok ok ko kkkkk kkkkakakk ok khkAhE AKAKAKA KA KA KA KA KA KA KAk h K 3 ok
1KYA ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSEFVLEANQAVDNYWIRANPNBGNVGEFTGGINSAIL 279
G.leucocontextum VIEADGIETQSVTVNAIQIFAAQRYSFVLTANQTIDNYWIRANPSEGNVGEFTDGINSAIL 300

ek ke k ke Kk e ke ek hkhk kA Ak A Ak Ak A A Ak khkk ook hkhkhkhkhkhkhkk khkkhkkhkkhkkk K*hkkkkkxk

1KYA RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEEI 339

G.leucocontextum RYDGADTIDPVTSQQTTONLLAETDLHPLVAKQTPGNPTQGGVDMAINMVENENGTKESI 360
KkkAK s ek kek K Kk aokkkokkk | kk k| kkkkskkkk AkkkKkkak k

1KYA NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPAT GAPHPFHL 399

G.leucocontextum NGATFVPPTVPVLLQILSGAQTAQSLLPSGSVYALPLNSSIELTFPATANARGAPHPFHL 420

Kkhkk ok KhkhkAkAAAhAAkohkhkhk Kk K hkhkhkhkkhhkhokhkk Ko Kkookhkhhhkh K hkkhkhkkhkhkkhkd%k

1KYA HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHL 459
G.leucocontextum HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPVWRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTDNPGPWFLHCHIDEHL 480

R R R R R R R R I R e R e I I I e e I R I I I e S e S S S S

1KYA EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
G.leucocontextum EAGFAVVFAEDAPDTSADNAVPQAWSDLCPTYDALSSDDQ 520
Khokok KKk R Kok KKk R Kok Kok

Kkhkkkkkhkkhkkhkkhkk )k KKk oo

Figura 11. Alinhamento mdltiplo das sequéncias FASTA da lacasse da
Ganoderma leucocontextum e do ligante (1KYA) obtido a partir do Clustal
Omega. Os residuos de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas
interacdes intermoleculares: Em verde € possivel identificar as interacdes ou
ligacdo de hidrogénio e as interacdes de Van der Waals; em rosa as interacées
Pi-Sigma; em azul a variacdo do aminoacido da sequéncia primaria em relacao
a sequéncia primaria do ligante. (*): residuos conservados; (:): residuos
conservativos e (.) residuos semiconservativos. Fonte: Dados do autor.

A analise feita na sequéncia priméaria da Ganoderma leucocontextum
mostrou uma alteracéo nas posicoes 164 e 264 da cadeia de aminoacidos, onde
existe uma substituicdo do Leucina 164 por Fenilalanina 164 e por uma
Asparagina 264 por uma Serina 264. A substituicdo da Leucina por Fenilalanina
nao acarreta em mudancas significativas nas funcdes, ja que os dois
aminoacidos podem participar de interagdes hidrofébicas. Porém, no segundo
caso, a alteracdo da alanina por uma treonina podera acarretar em mudancas
estruturais, ja que alanina se trata de um aminoéacido apolar, ou seja, participam

de ligacOes hidrofobicas. Ja a treonina, apesar de ser polar ndo-carregada ¢ um
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aminodcido hidrofilico, ou seja, apresenta maior afinidade com a agua devido ao

seu grupo hidroxila.

5.5.5 A andlise feita nas sequéncias primarias dos organismos e do ligante
(1KYA)

As anadlises feitas nas sequéncias primarias (Anexo |) da Trametes
pubescens, Trametes ochracea, Trametes hirsuta, Trametes maxima, Trametes
meyenii, Trametes polyzona, Dichomitus squalens, Ganoderma sinense,
Ganoderma weberianum e Ganoderma lucidum obtiveram o mesmo padrao da
Trametes villosa (Figura 5), onde foi possivel identificar os 16 aminoacidos,

sendo eles idénticos e conservados.

Ja a analise feita nas sequéncias primarias dos organismos (Anexo |)
Trametes gibbosa e Trametes elegans obtiveram o mesmo padrao da Lenzites
betulinus (Figura 6), onde foi possivel identificar os 15 aminoacidos, sendo eles
idénticos e conservados e uma alteracdo na sequéncia, onde ndo acarretou em

problemas em suas funcionabilidades.

5.6 Residuos de aminoacidos presentes nos organismos identificados.

Feita a analise dos residuos dos aminoacidos presentes nas sequencias
primarias dos organismos identificados pelo BLAST, verificou-se que dos 16
individuos, 5 (cinco) tiveram alterac6es na sua sequéncia primaria em relacéo a
lacase 1KYA (Tabela 2).
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Tabela 2. Organismos identificados e aminoacidos trocados em relagdo a
sequéncia priméria de amino&cidos da lacase 1KYA.

Organismos Residuos de Aminoacidos
Trametes villosa Todos os 16 residuos de aminoacidos
Trametes pubescens Todos os 16 residuos de amino&cidos
Trametes ochracea Todos os 16 residuos de amino4cidos
Trametes hirsuta Todos os 16 residuos de aminoacidos
Lenzites betulinus Asn 264 por Ser 264

Trametes gibbosa Asn 264 por Ser 264

Trametes maxima Todos os 16 residuos de aminoacidos
Trametes meyenii Todos os 16 residuos de aminoacidos
Trametes elegans Asn 264 por Ser 264

Trametes polyzona Todos os 16 residuos de aminoacidos
Daedaleopsis nitida Ala 393 por Tre 393

Dichomitus squalens Todos os 16 residuos de aminoéacidos
Ganoderma sinense Todos os 16 residuos de aminoacidos
Ganoderma leucocontextum Leu 164 por Fen 164; Asn 264 por Ser 264.
Ganoderma weberianum Todos os 16 residuos de aminoacidos
Ganoderma lucidum Todos os 16 residuos de aminoacidos

6. Concluséo

Com este trabalho foi possivel analisar, através de ferramentas de
bioinformética, sequéncias lacases de diferentes organismos em comparacéao a
uma lacase ativa de T. versicolor (LKYA). Ao verificar o grau de homologia entre
diferentes tipos de lacases, de diferentes organismos, foi possivel identificar
sequéncias de 16 microrganismos com um percentual igual ou maior a 79,56%.
Além disso, foi possivel identificar os residuos de aminoacidos conservados em
lacases de diferentes organismos e o0s residuos que mudavam dentre as
sequéncias dessa enzima. Com isso foi possivel identificar os residuos de
aminoacidos importantes para o sitio ativo da lacase de microrganismos e tentar
entender futuramente a importancia desses residuos na degradacdo do

contaminante 2,5-xilidina.
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Figura 12. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
pubescens e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estado envolvidos nas intera¢des intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interagbes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacdes de Van der Waals; em rosa as intera¢des Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor.
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Figura 13. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
ochracea e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interagdes intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interagdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacdes de Van der Waals; em rosa as interagdes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor.
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Figura 14. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
hirsuta e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos de
aminoacidos destacados estao envolvidos nas interacdes intermoleculares: Em
verde é possivel identificar as interagcbes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacdes de Van der Waals; em rosa as intera¢des Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor.
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Figura 15. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
gibbosa e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interacdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacfes de Van der Waals; em rosa as interacdes Pi-Sigma; em azul a
variagdo do aminoacido da sequéncia primaria em relacdo a sequéncia primaria
do ligante. (*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos
semiconservativos. Fonte: Dados do autor.
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e KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak e Ak A A Ak A A A Ak Ak h, Ak kA kkk kK k

PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG
PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPHASRYDVDNDDTVITLADWYHTAAKLG

ER R R R R R R S KAk Ak A A A Ak kk K,k kk Kk kk*k

P ADATLINGKGRAPSDTTAELSVIKVTKGKRYRFRLVSLSCBPNHTFSIDGHNLT

Kk KA AAA A A A A A A A KK e kk hAhkkoehkhkhkk Kk K hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkohkhkhkkhkhkhkkko%k

Pi.ADATLINGKGRSPSTTTADLSVI SVT PGKRYRFRLVSLSCIPNYTFS IDGHNMT

ITEVDSVNSQPLEVDSIQIFAAQRYSFVLNANQAVDNYWIRANPNEGNVGENGGINSAIL

KAk KAKeke Kk KAAKAKAKAKAAKAAAKAKAAKAA K s AA KA KA AN A AKX A A A K h, K,k hkhkkkk%k

ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRAN PIGNVGFTGGINSAI L

RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEE I
RYDGAPAVEPTTNQTTSVKPLNEVDLHPLVSTPVPGSPSSGGVDKAINMAFNENGSNEE T

Kkhkkkk Khkkkkk KhkkKk KAKkAkKoehkhkhkhkk ok K hkKkkk oshkkkk K hkhkhkhkhkhkkhkokkd%

NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAA PHPFHL
NGASFVPPTVPVLLOILSGAQTAQDLLPSGSVYVLPSNASIEISFPATAAA PHPFHL

KAKKK KAKAKAKAKAKAKAA K e kA KAk KAAKAAKAKAAAA A, K hhhk K hkKAAAAhhA A A A A A A A A Ak, k%K

HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWELHCHIDEHL
HGHTFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFDTNNPGPWFLHCHIDEHL

KKK o KA KKK KA KA KAKAKAAKAAAKAAKAKAKAAKAAKAKAAKAAAA A A A A, ko hk kA kA kA kA A A A A kA kK

EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
EGGFAVVMAEDTPDVKAVNPVPQAWSDLCPTYDALDPNDQ 520

Kk KAk KkAkKkekhkk KAhkk o KAkAkAAAAAAAAAKAKAKAK, K*Kk KK
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Figura 16. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
maxima e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interacdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacfes de Van der Waals; em rosa as interacfes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor.
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1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

1KYA
T.meyenii

————————————————————— GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN
MSRFQSLLAFITVSLVAVAHAAIGPVADLTITDAAVSPDGFTRQAVVVNGATPGPLVAGN

khkkhkkhkhkhkhkkhkoekhkhkhkhkhkkhkoekhkhkhkhkhkhkk hhkkkhkkookk

MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV
IGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQHGTNWADGPAFINQCPISPGHSFLYDFQV

e KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak e kA Ak A Ak A Ak Ak Ak hk, Ak kkkk kK k

PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG
PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPHASRYDVDNDDTVITLADWYHTAAKLG

ER R R R R R I S *khkkkkkkkkkkk khkkk kkkkk

P ADATLINGKGRSPSDTTAELSVINVTKGKRYRFRLVSLSCBPNHTFSIDGHNLT

K KKK A AA A A A A A A A A, Ak ke khkhkk *kk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk ko Ak hkhkhkkk ko %

Pi.ADATLINGKGRSPSTTTADLSVI SVT PGKRYRFRLVSLSCIPNYTFS IDGHNMT

ITEVDSVNSQPLEVDSIQIFAAQRYSFVLDANQDVDNYWIRANPNEGNVGFDGGINSAIL

khkk kkeke hk khkkkhkkkkkhkkhkhkkhkhkkhkkoekhkhkk hhkkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk Kkkhkkkkkkk

ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRAN PIGNVGFTGGINSAI L

RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEE T
RYDGAPAVEPTTNQTTSVKPLKEVDLHPLVSTPVPGSPSSGGVDKAINLAFNENGTNEE T

Kkhkkkk Khkkkkk Kkk*k KKk ekKkoehkhkhkhkkok K hkkhkk oshkhkkk K hkkohkhkhkhkhkhkhkhkkk%

NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAA PHPFHL
NGASFVPPTVPVLLOILSGAQTAQDLLPSGSVYVLPSNATIEISFPATAAA PHPFHL

R R SRR R R R S R e e e e e e S S S S

HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWELHCHIDEHL
HGHTFAVVRSAGSTAYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFDTNNPGPWFLHCHIDEHL

KKK e KKAKKAKAKAKAKAAKN KAAKAKAKAKAAAKAKAAKAAKAAAKAAAK A A A A A, ko khk kA kA kA A A A A A Ak kK

EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
EGGFAVVMAEDTPDVKAVNPVPQAWSDLCPTYDALDPSDQ 520

Kk KAk KkAkKkekhkk Ahkk o KAAkAAAAAKAAAKAAKAKAKAK, KAk KKK

39
60

99
120

159
180

219
240

279
300

339
360

399
420

459
480

Figura 17. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
meyenii e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interacdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacfes de Van der Waals; em rosa as interacfes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor.
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1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

1KYA
T.elegans

————————————————————— GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN
MSNFQSLLSFITIITFAALAHAGIGPVTDLTLTNAEVSPDGFARQAVVVNGVTPGPLITGN

khkkkkokkhkkokkhkkhk hhkkhkkkoekkhkhkhkhkhkkhk hhkkkkkkkk

MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV
EGDHFQLNVIDQLTNHTMLKSTSIHWHGFFQHGTNWADGPAFINQCPISTGHSFLYDFQV

KKk e KA KA A A K o kA KA A A A A A A A A A A A A Ak e kA A Ak A Ak A Ak Ak Ak ke Ak kA k Kk kK, Kk

PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG
PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPHASLYDVDNDDTVITLADWYHVAAKLG

KAAA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, K * Ak hk kA hk kA kA hkhkhkhkk Ak kkkkk kK%

P ADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCBPNYTFSIDGHNMT
PS ADATLINGLGRSPGTTTADLAVINVTQGKRYRFRLVSLSCBPPNHVFSIDGHDLT

K e kA A A A A A A A Ak, K hkhkk Khkhkhkhkokhkk *k ,hkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkes *kkhkkhkkk.o %k

ITETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRANPNEBGNVGFTGGINSAIL
VIEADAVNTQPLVVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPVDNYWIRANPSEGNVGFEGGINSAIL

sk K e Ko o hkhk KAAKAAKAAKAKAAKAAKAAKAKAAK AN e khkk K hkh kA hkhkhhkk K hkkhkkk *,hkkkkk%x%

RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEE I
RYDGASPTEPTTNQTTSTKPLNEVDLHTLASTPVPGSPVSGGVDLAINMAFNENGTNEE T

KKk K KK . KKKk KAKAkAkKk KAAKAAKkoekk Kk ok KAk KAhkhAk o khkAA A A A A A A Ak A Ak A hkk k)%

NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAA PHPFHL
NGESFVPPTVPVLLOILSGAQTAQDLLPTGSVYSLPSNASIEISFPATAAA PHPFHL

R R R SR R S I R i R I e S S

HGHTFAVVRSAGSTAYNYDNPVFRDVVNTGTPANNDNVTIRFQTDNPGPWFLHCH

KAk e khkKAkAkKAAhkhkhk, K hkhkhkhkkohkhkhkkk *,kk%k% R R R IR I S S

HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVT IRFRTDNPGPWFLHCHIDIL
DEHL

EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
EAGFAVVMAEDIPDVKSVNPVPQAWSDLCPTYNALDPSDQ 520

KAKKKAKAAK e kA KAKAkhkhkk K K hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkok *,kk%k%
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Figura 18. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
elegans e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interacdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacfes de Van der Waals; em rosa as interacdes Pi-Sigma; em azul a
variagdo do aminoacido da sequéncia primaria em relacdo a sequéncia primaria
do ligante. (*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos
semiconservativos. Fonte: Dados do autor.

48



CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

1KYA
T.polyzona

————————————————————— GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 39
MSRFNQLLAFVIASLSAVALAAVGPVADLTISNAEISPDGFPRQAVVVNGVSPGPIISGN 60

ekhkhkhkhkhkhk ko kk sk hkhkhkk KAk kkkhkkhkkhkk ok kk ok kK

MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 99
KGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQHGTNWADGPAFINQCPVSPGHAFLYDFQV 120

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak e kA A Ak Ak Ak Ak kA hk ko k ok ko Ak k kK k%

PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 159
PDOQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGAFVVYDPNDPHKSRYDVDNDDTVITLSDWYHVAAKLG 180

ER R R R R R S I R R R R R I

P ADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCBPNYTFSIDGHNMT 219
P ADATLINGKGRSPSTVSADLAVINVTAGKRYRFRLASLSCPPNHVESIDGHTMT 240

K KKK AAAA A A A A A A A A A, ek k ke kk Kk K,hkhkhkhkhkhkk ,hkhkhkhkhkko *hkhkkk*x *%

ITIETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRANPNBGNVGEFTGGINSAIL 279
ITEADSVNTQPLEVDSIQIFAAQRYSFVLEANQPVDNYWIRANPNEGNTGFAGGINSAIL 300

khkkoekkoekk hk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhk hhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkk Khkoekkkhkkhkkkkk

RYDGAPAVEPTTTQTASTKPLNEVDLHPLESMPVPGKPVAGGVDKAINMAFEFN FI 360

KhkKkKkk KAkAkAkAkAkAkhAkkokk K hkhkhkkokkkkx o KAk KAk Akhkhkk KAk KAkA kA KAk kA KAk Khk k)%

RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNINITNIFI339
INGTN]|

NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAA PHPFHL 399
NGASFVPPTVPVLLOILSGAQTAQDLLPEGSIYVLPNNADIEISFPATTAA PHPFHL 420

KAKKK KAKAKAAKAAKAA K e khAhk KA KAk, Khkok Kk K hkhkhAhkhAhkhhhkkoehkhkhkhkkhkhkhkhhd%x

HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHL 459
HGHTFAVVRSAGSTEYNYDNPIFRDVVSTGTPAANDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHL 480

KA KK e KAKKAKAKAKAKAAKN KAAKAKAAKAKAKAKAKAAKAKAKAKAKAA A, KA A A A A A AR AR AR AR A AR AR AR KK

EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
EGGFAVVMAEDTPDVKAVNPVPQAWSDLCPTYDALDPNDQ 520

Kk KAk KkAkKkekhkk KAhkk o KAAkAkAAAAAAAAKAKAKAK K, ¥k KK

Figura 19. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da Trametes
polyzona e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega. Os residuos
de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares:
Em verde é possivel identificar as interacdes ou ligacdo de hidrogénio e as
interacfes de Van der Waals; em rosa as interacfes Pi-Sigma. (*): residuos
conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor.
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1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

1KYA
Dichomitus

————————————————————— GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN 39
MAKFMCLLSYVTLLFAASAYAGIGPVTDLTITNADIAPDNFTRAAIVVNGVFPAPLITGN 60

khkkkkoekkhkhkhkhkkk o okk koek Kkokkkk * kkkkkk

MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV 99
KGDRFQLNVVDQLTNHTMLKTTS IHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPIASGNSFLYDFQV 120

KA AA A K o ke kAKX A A A A, o kA A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A hA kA, e kk e Ak k Kk kK Kk

PDOQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG 159
PDQOSGTYWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPQDPHASLYDVDDDSTVITLVDWYHVAARVG 180

KAK oAk o kAKX AKX A A A A AKX A A A A A A A Ak ke kk K *hkhkhkkok ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkoox

P ADATLINGKGRSPSTTTADLSVISVTPGKRYRFRLVSLSCBPNYTFSIDGHNMT 219
P SDSTLINGLGRSPSTPTADLAVISVTQGKRYRFRLVSISCPPNYVESIDNHDLT 240

Kk kA Ak Kk ek e kA hkAk KAk AhAhkk KAhkhkkohkhkhkhkk *,hkhkhkhkhkhkhkhkkoehkhkhkhkhk *kkk %%

ITIETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRANPNBGNVGEFTGGINSAIL 279
VIEADGIETQPVTVNAIQIFAAQRYSFVLTANQTIDNYWIRANPNEGNVGEFTDGINSAIL 300

ekk ek Kek ke ke okhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkk khkkoohkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk K,k kkkkx

RYDGAASTIEPTTSQQVTONLLNEATLAPLTARVTPGTAVQGGVDKAINLDEN FI 360

KAkKkKkKkK o o khkkKk ok . * kK * kK K KkKke Kk Kkhkkk Kkhkkoe KAkAkAKAKAKAKAKK

RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNINITNIFI339
INGTN]|

NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAA PHPFHL 399
NNASFVPPTVPVLLOIISGAQNAQDLLPSGSLYELPINSSIEISFPATTNA PHPFHL 420

K KKKk KKK KAKAKAAKAAKAKAKAAAAAAAK A A A KKk K,k Ko Khkhkhkhkhkhkkeo *hkhkhkhkhkkkx%

HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWFLHCHIDEHL 459
HGHAFAVVRSAGSTEYNYDNPVWRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTDNPGPWFLHCHIDEHL 480

KAKKKAKAKAKAKAKAKAKAAKX KAAKAKAAK e o kAKX KAKAKA KA KKK KA AN A A A, s kA KA A A A A A A A A A KAk K

EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
DAGFAVVMVEDIPDTTSANPVPQAWSDLCPTYDALSADDL 520

R SETEE S IR R R I S *

Figura 20. Alinhamento mdltiplo das sequéncias FASTA da lacasse da
Dichomitus squalens e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega.
Os residuos de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacfes
intermoleculares: Em verde é possivel identificar as interagdes ou ligacdo de
hidrogénio e as interacfes de Van der Waals; em rosa as intera¢des Pi-Sigma.
(*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos
semiconservativos. Fonte: Dados do autor.
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1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

1KYA
Ganoderma

Figura 21.

(*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.)

————————————————————— GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN
MARFQSLLSFITLLFAASAYAGIGPVTDLVISNADVAPDGFTRAAVVVNGVAPGPLITGN

khkkkkoekk kekk kekkkkoek hhkkkkk o« kkkkkkkk

MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV
MGDRFQLNVVDOMTNHTMLKSTSITHWHGFFQKGTNWADGPAFVNQCPIASGNSFLYDFQV

KA AAAAA A A K o ko o kA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak e Ak hk ke kk e Ak Kk k kK k%

PDOAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPAADLYDVDNDDTVITLVDWYHVAAKLG
PDQOSGTYWYHSHLSTQYCDGLRGPFVVYDPNDPLLPMYDVDDDSTVITLTDWYHTAAKLG

KhkKk o kk o kA KA A A A A A A A A A A Ak Ak kA kkkkkk k% e khk Ak ok Khkhkhkk Khkkk KhkkkKk

P SDSTLINGLGRSPATSTADLAVISVTQGKRYRFRLVSLSCBPNYTFSIDDHDMA

KA A KA K ok oekhAhkhkh Khkhkkokohkhhhkohkhkhkhhk ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkx %%

P:-ADATLINGKGRSPSTTTADLSVI SVT PGKRYRFRLVSLSCIPNYTFS IDGHNMT

IIETDSINTAPLVVDSIQIFAAQRYSFVLEANQAVDNYWIRANPNBGNVGFTGGINSAIL
VIEADGIATQPVTVNAIQIYAAQRYSFVLTANQTIDNYWIRANPNEGNVGFTDGINSAIL

ekk ek kA kA ke ke okhkhkhkoehkhkhkhkAhk Ak Ak hhkkoohkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk *hkkkkkx

RYDGAAAVEPTTTQTTSTAPLNEVNLHPLVATAVPGSPVAGGVDLAINMAFNENGTNEE T
RYDGADPVEPTTSQQTTONLLLETDLHPFTARATPGSPTQGGVDMAINLAFSENGSREFE T

Kk Kk kK KhkKkKkKk ok Ko Kk Kk ekkKke Kk Kk KkkKk*k KhkhkKkoekhkkoekk Kkko Kk%k

NGASFTPPTVPVLLQIISGAQNAQDLLPSGSVYSLPSNADIEISFPATAAA PHPFHL
NGETFVPPTVPVLLOILSGAQTAQDLLPSGSVYELPLNSSIEITFPATTAA PHPFHL

KKk ek KAKAKAKAKAAKAAK e khAhk KAAAAAAAK A A, Kk Ko K hkkohkhkhhkoehkhkhkhkhkhkhkhkhd%x

HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPIFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFRTDNPGPWELHCHIDEHL
HGHAFAVVRSAGSTVYNYDNPVWRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTDNPGPWFLHCHIDEHL

R R R R R IR R R R I I I e S S S S

EAGFAVVFAEDIPDVASANPVPQAWSDLCPTYDARDPSDQ 499
EAGFAVVMAEDSPDASAVNPVPQAWSDLCPTYNALSVDDQ 520

KAkKkKAKAAkKkoehkhkk KKk oo KkhkkkAkAkhkhkhkhkhAhhhk ok * K
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Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA da lacasse da
Ganoderma sinense e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega.
Os residuos de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes
intermoleculares: Em verde é possivel identificar as interacbes ou ligacdo de
hidrogénio e as interacfes de Van der Waals; em rosa as intera¢des Pi-Sigma.
residuos

semiconservativos. Fonte: Dados do autor.

51



CLUSTAL 0O(1.2.4)

1KYA
G.weberianum

1KYA
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1KYA
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1KYA
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1KYA
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1KYA
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1KYA
G.weberianum

Figura 22.

multiple sequence alignment

————————————————————— GIGPVADLTITNAAVSPDGFSRQAVVVNGGTPGPLITGN
MARFQSLLSYITLLFAASAYAGIGPSTDLTISNADISPDGFTRAAVVVNGVFPGPLITGN

khkkk ekkkkoekk okkkkk ok kkkkkk * ok ok ok ok ok ok k

MGDRFQLNVIDNLTNHTMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPISSGHSFLYDFQV
MGDRFQLNVVDOMTNHSMLKTTSIHWHGFFQKGTNWTDGPAFVNQCPIASGNSFLYDFQV

KAAA A A A A K o ko o khkkohkhhk o khAAhAhAhkhkhkhkhkhkhkhkhkohkhkhkhkkohkhkhkhkkohkkokhkhkkkkk%x
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Alinhamento mdultiplo das sequéncias FASTA da lacasse da

Ganoderma weberianum e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal
Omega. Os residuos de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas
interacOes intermoleculares: Em verde é possivel identificar as intera¢des ou
ligagéo de hidrogénio e as interagdes de Van der Waals; em rosa as interagdes
Pi-Sigma. (*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.) residuos
semiconservativos. Fonte: Dados do autor.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment
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Figura 23.

(*): residuos conservados; (:): residuos conservativos e (.)
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Alinhamento mdultiplo das sequéncias FASTA da lacasse da
Ganoderma lucidum e da lacase ativa 1KYA obtida a partir do Clustal Omega.
Os residuos de aminoacidos destacados estdo envolvidos nas interacdes
intermoleculares: Em verde € possivel identificar as interacdes ou ligacdo de
hidrogénio e as interagbes de Van der Waals; em rosa as intera¢des Pi-Sigma.
residuos

semiconservativos. Fonte: Dados do autor.
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